INTRODUCCIÓN {#S1}
============

*Staphylococcus aureus* es un microorganismo que frecuentemente coloniza la piel del hombre sano, pero que también está involucrado en infecciones tanto de origen comunitario como hospitalario. Es una de las principales causas de infecciones en la piel, tejidos blandos y huesos, además de bacteriemias y sepsis \[[@ref1]\].

*S. aureus* adquiere la resistencia a meticilina y a otros β-lactámicos principalmente por el gen *mecA*, que codifica la producción de una proteína de unión a penicilina suplementaria, PBP2a o 2', que se expresa de manera homogénea o heterogénea, y menos frecuentemente por el gen *mecC* \[[@ref2]\]. *S. aureus* resistente a meticilina (SARM) es un patógeno nosocomial de gran importancia a nivel mundial y ha incrementado la frecuencia de infecciones adquiridas en la comunidad con una significativa morbi-mortalidad \[[@ref1],[@ref3]\].

Distintos estudios indican que, según las tasas de mortalidad, las cepas de SARM son más virulentas que las cepas de *S.aureus* susceptibles a la meticilina (SASM)\[[@ref4]\].

Según los datos proporcionados por el ECDC en 2017, el número de aislamientos invasivos de SARM es variable para los distintos países europeos (entre el 1% y el 44,4%), y dentro de estos, España se ha mantenido con cifras importantes del 25,3% y que han ido en ligero aumento en estos últimos años (22,1% en 2014, 25,3 % en 2015, 25,8% en 2016) \[[@ref5]\]. En nuestro medio es por tanto de crucial importancia el conocimiento de la susceptibilidad a meticilina para instaurar el tratamiento empírico correcto, teniendo en cuenta que el uso de la vancomicina, que sería la alternativa en caso de SARM\[[@ref6]\], se asocia con una tasa de mortalidad más alta que los β-lactámicos en el tratamiento de la bacteriemia por SASM \[[@ref7]\]. Además, permite que los pacientes reciban una terapia antimicrobiana dirigida más rápidamente con las implicaciones que conlleva en salud en infecciones graves como las bacteriemias por SARM \[[@ref8],[@ref9]\].

Todos estos datos demuestran la importancia de la detección temprana de estas cepas de SARM para instaurar un correcto y rápido tratamiento.

Clásicamente, la sensibilidad a la meticilina se determina por las pruebas de susceptibilidad en disco o con métodos automatizados, pero todos ellos necesitan al menos 24-48 horas para su realización a partir del aislamiento en placa de *S.aureus* \[[@ref2]\]. La incorporación de métodos moleculares ha permitido agilizar estos resultados, pero se trata de métodos caros y de mayor complejidad técnica. Los métodos inmunocromatográficos son una alternativa a los anteriores, ya que se trata de métodos rápidos y de fácil utilización en el laboratorio de Microbiología \[[@ref10]\].

En el presente trabajo evaluamos la incorporación de PBP2a SA Culture Colony Test (Alere ahora Abbott) para la detección de la meticilin-resistencia de *S.aureus* aislados en nuestro laboratorio.

MATERIAL Y MÉTODOS {#S2}
==================

Se han incluido en el estudio 107 cepas de *S.aureus* aisladas a partir de muestras clínicas y de frotis nasales para estudios de vigilancia de pacientes atendidos en el Hospital Regional Universitario (HRU) de Málaga, en el periodo comprendido entre el 1 de agosto de 2015 al 31 de agosto de 2018.

De las 107 cepas de *S. aureus* se aislaron 93 (86,91%) de muestras clínicas: 78 de sangre (83,87%), 4 abscesos (4,30%), 1 biopsia (1,07%), 4 broncoaspirados (4,30%), y 6 exudados de herida (6,45%). Y las 14 restantes de frotis nasales para estudio de portadores (13,08%).

Las muestras se trabajaron según los protocolos normalizados del laboratorio que incluyen: Cultivo en medios no selectivos y específicos y estudios de identificación utilizando espectrometría de masas MALDI TOF (Bruker®), y la sensibilidad mediante el sistema comercial automatizado Vitek2® (bioMérieux). Los resultados de sensibilidad antimicrobiana se interpretaron siguiendo los criterios EUCAST 2015-2018.

Además, a todas ellas se les realizó siembra en medio cromogénico CHROMagar MRSA II (BD Becton Dickinson) con lectura a las 24 y 48 horas, estudio de resistencia fenotípico utilizando método de difusión con disco de cefoxitina, inmunocromatografía para la detección de PBP2a utilizando el test PBP2a SA Culture Colony y además estudio molecular de detección de gen *mecA*, para lo que se utilizaron 2 procedimientos: 52 cepas aisladas en muestras de sangre (años 2015-2017) se enviaron al Centro Nacional de Microbiología (CNM) para estudio de tipificación. Y a las 55 cepas restantes se les realizó en el Laboratorio de Microbiología del HRU de Málaga el estudio molecular para la detección del gen *mecA*.

**Inmunocromatografía PBP2a SA**. Se trata de un inmunoensayo cromatográfico cualitativo para la detección rápida de la proteína de fijación de la penicilina 2a (PBP2a) en colonias previamente identificadas, como ayuda para identificar *S.aureus* resistente a la meticilina (SARM). Se basa en la tecnología de membrana de nitrocelulosa donde se fijan los anticuerpos monoclonales recombinantes (rFabs) altamente sensibles y una proteína de control. Se realizó siguiendo las indicaciones del fabricante. Los resultados se leen visualmente al cabo de 5 minutos.

**Métodos moleculares**. Del total de 78 cepas recuperadas a partir de hemocultivos, se enviaron 52 al CNM de Majadahonda (Madrid) donde se les realizó, entre otras técnicas, una tipificación del casete cromosómico estafilocócico mec (SCCmec) mediante una PCR múltiple que generó un patrón de amplificación específico para cada tipo estructural de SCCmec \[[@ref11]\].

Las 55 cepas restantes se trabajaron en el Laboratorio de Microbiología del HRU de Málaga donde se les realizó en primer lugar una extracción automatizada de ADN con el sistema Magcore® y una posterior PCR a tiempo real SmartCycler (Cepheid®) utilizando el kit RealCycler SAMAPV (Progenie Molecular®) que detecta el gen *mecA*, la toxina leucocidina de Pantonvalentine (PVL) y el ADN (gen NUC) de *S. aureus*.

RESULTADOS {#S3}
==========

Del total de 107 cepas de *S. aureus*, se identificaron por métodos moleculares 57 (53,27%) SARM y 50 (46,73%) SASM. Entre los 57 aislamientos de SARM, se detectó el gen codificante de la PVL en el 5,26% (2 abscesos, 1 biopsia).

Los resultados obtenidos en el sistema Vitek2® tuvieron una concordancia del 100% con el método de referencia. Las 57 cepas de SARM mostraban concentraciones de oxacilina ≥4 μg/ml y el test de cefoxitina positivo. La prueba de difusión con disco de cefoxitina presentó un halo de inhibición ≤21 mm en las 57 cepas de SARM.

En el medio cromogénico CHROMagar MRSA II crecieron 59 cepas (2 de ellas SASM) y no crecieron 48/50 SASM. 2 cepas identificadas como SASM crecieron en el medio cromogénico ([tabla 1](#T1){ref-type="table"}).

###### 

Aislados discordantes

  nº de aislado   Tipo de muestra   Vitek2 OXA   Disco Cefoxitina   CHROMagar MRSA II   IC PBP2a   mecA   PLV
  --------------- ----------------- ------------ ------------------ ------------------- ---------- ------ -----
  31              Absceso           S ≤0,25      S                  \+                  \-         \-     \-
  34              Absceso           S ≤0,25      S                  \+                  \-         \-     \-

S = sensible

ICPBP2a fue positiva en 56/57 SARM y negativa en 50/50 SASM. Una de las pruebas realizadas resultó indeterminada. Del total de 106 pruebas consideradas como válidas coincidieron con los resultados obtenidos en el sistema Vitek2® y la prueba de difusión con disco de cefoxitina en el 100% de los casos ([tabla 2](#T2){ref-type="table"}).

###### 

Sensibilidad y especificidad de las pruebas.

  --------------------------------------------------
  Prueba              Sensibilidad   Especificidad
  ------------------- -------------- ---------------
  Disco Cefoxitina    57/57\         50/50\
                      100%           100%

  Vitek2              57/57\         50/50\
                      100%           100%

  CHROMagar MRSA II   57/57\         48/50\
                      100%           96%

  ICPBP2a             56/57\         50/50\
                      98,25%         100%
  --------------------------------------------------

DISCUSIÓN {#S4}
=========

En los últimos años y con el fin de controlar la diseminación de SAMR en los hospitales fundamentalmente, se han implantado distintas técnicas rápidas, como la ICPBP2a. El test inmunocromatográfico es de fácil realización y al no necesitar ningún equipamiento específico es accesible a todos los tipos de laboratorios. Además, los resultados son fácilmente evidenciables, de hecho, todos los resultados fueron válidos conla excepción de uno de los aislamientos de SARM que resultó indeterminado. Este hecho podría deberse a que según el fabricante (Alere Technical Services), los resultados no válidos generalmente se deben a cantidades excesivas de PBP2a que se unen al conjugado y evitan que aparezca la línea de control \[[@ref12]\]. Otros autores \[[@ref13]\] describen falsos positivos en pruebas realizadas a partir de hemocultivos con partículas de carbón.

En situaciones de brotes hospitalarios en los que es necesaria una respuesta rápida para evitar la diseminación de este patógeno, es de gran relevancia poder disponer de una técnica capaz de identificar estas cepas de una forma rápida y sencilla, generando un gran beneficio en términos socio-sanitarios ya que facilita aislamientos precoces y tratamientos eficaces. Las pruebas moleculares son óptimas para este fin, pero requieren equipo, instalaciones adecuadas, personal capacitado para su realización y recursos económicos que no están disponibles en todos los hospitales.

La utilización de cefoxitina en lugar de oxacilina como antibiótico de elección tiene la ventaja de ser mejor inductor de la expresión del gen *mecA*, y detecta mejor las poblaciones SARM de bajo nivel de resistencia, clasificadas erróneamente como SASM \[[@ref2]\].

El sistema automático Vitek2® presenta excelentes resultados y la ventaja de mayor rapidez frente al medio cromogénico CHROMagar MRSA II y la difusión en disco de cefoxitina, ya que se obtienen los resultados a partir de las 7 horas \[[@ref14]\].

CHROMagar MRSA II demuestra ser útil como técnica de screening en la búsqueda de portadores nasales de SARM, con lectura de las placas a las 24 y 48 horas, aunque la sensibilidad aumenta poco tras la reincubación \[[@ref15]\] pero a costa de la pérdida de eficacia. Algunos autores y con muestras de hemocultivos acortan este tiempo y obtienen idénticos resultados a las 12 y a las 24 horas, 96 % de sensibilidad y 100% especificidad \[[@ref16]\]. Las 2 muestras discordantes crecían en el medio cromogénico pero, sin embargo el resto de pruebas eran negativas. Algunos autores \[[@ref17]\] describen que la sensibilidad de estos medios disminuye cuando se trata de cepas heterorresistentes y la especificidad en cepas con CMI borderline.

La principal debilidad que presenta esta prueba inmunocromatográfica es que sólo está validada para su realización sobre colonias aisladas de *S.aureus* a partir de medios sólidos, lo que retrasa la información 24 horas. Dupieux et al \[[@ref9]\] la utilizaron con estafilococos coagulasa negativos demostrando la necesidad de inducción con cefoxitina para obtener Buenos resultados. Existen estudios que realizan la prueba a partir de muestra directa de hemocultivos positivos obteniendo buenos resultados \[[@ref18]\]. Otros también los obtienen realizando la identificación por espectrometría de masas (MALDI TOF, Bruker) a partir de microcolonias a las pocas horas del subcultivo de los hemocultivos positivos y la detección de PBP 2a cuando se trata de *S.aureus* \[[@ref19]\] produciendo resultados en unas cuantas horas de gran repercusión en el manejo del paciente.

La inmunocromatografía Alere® para detección rápida de PBP2a resulta ser por tanto una prueba de fácil implementación a nivel técnico \[[@ref20]\], rápida, segura y económica que puede utilizarse en los laboratorios de Microbiología para confirmar la resistencia a meticilina mediada por el gen *mecA*.
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